per 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau iiuemational 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRATTE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCD 



(51) Classification InternatiODale des brevets^ : 
A61K 39/29, GOIN 33/576 



Al 



(11) Namero de publication internatioaale: WO 88/ 03410 
(43) Date de publication internatioaale: 19 mai 1988 (19.05.88) 



^ (2l)J^fomero de la demande Internationale: PCT/FR87/00441 
(22) Date de depot international: 6 novembre 1987 (06.1 1.87) 



(31) Numeros des demandes prioritalres: 

(32) Dates de priorite: 

(33) Pays de priorite: 



86/15625 
87/01738 



7 novembre 1986 (07.1 1.86) 
llfevrier 1987(11.02.87) 

FR 



(71X72) Dcposantetinventear: INSTFrUT PASTEUR [FR/ 
FR]; 28, rue du Docteur-Roux, F-75724 Paris C6dex 
15 (FR). 

(72) Inventenr: PILLOT. Jacques ; 14, chemin de Moulon, 
F-91 190 Gif-sur-Yvette (FR). 



(74) Mandataires: ORES, Bernard etc.; Cabinet Ores, 6, 
avenue dc Mcssine, F-75008 Paris (FR). 



(81) Etats designes: AU, DK, JP. 
Pnbliee 

Avec rapport de recherche intemationale. 
Avant Vexpiration du delai prevu pour la modification 
des revendications, sera republiee si de telles modifica' 
tions sont refues. 



(54) Title: VIRAL AGENT FOR NANB HEPATXTIS, ANTIGEN AND IMMUNOLOGIC REAGENT 
(54) Titre: AGENT VIRAL DE L'HEPATTTE NANB. ANTIGENE ET REACTIF IMMUNOLOGIQUE 
(57) Abstract 

New purified viral agent involved in viral non-A non-B, epidemic, sporadic or post-transfusional hepatitis, defined 
by the distribution profile of its antigenic activity, comprising at least one band at a density of 1.28-1 J2 g/cm^ and/or at 
least one band with a density of 1.17-1.19 g/cm^ and the antigen associated with said viral agent Method for isolating said 
viral agent and the antigen which is associated therewith. UtUizadon of said viral agent as diagnostic reagent Method for 
the detection of the non-A non-B antigen present in the faeces of patients suffering from non-A non-B viral hepatitis. Im- 
munologic reagent for the detection of NANB viral, epidemic, sporadic or post-transfiisionai hepatitis and method for iso- 
lating anti-NANB antibodies capable of being used as immunologic reagents. Applications of said anti-NANB antibodies 
to the diagnosis of viral, epidemic, sporadic or post-transfusional NANB hepatitis and as therapeutic agents. 



(57)Abrege Nouvcl agent viral purifife impliqu^ dans Th^padte virale non-A non-B, epid^miquc, sporadique ou 
post-transfusionnelle. d&fini par le profil de repartition de son activite antig6nique, qui comporte au moins une bande k 
une density de 1.28-132 g/cm^ et/ou au moins une bande a une densit6 de 1,17-1,19 g/cm^ et Tantig^ne assod6 k cet agent 
viral. Precede d'isolement dudit agent viral et de I'antigene qui lui est associ6. Utilisation dudit agent viral en tant que 
reactif de diagnostic Proc6dfc de detection d'antigene non-A non-B present dans les fdces de patients atteints d'hfepatitc vi- 
rale non-A non-B. R6aciif immunologique pour la detection de I'hepatitc virale NANB. epidfeiique, sporadique ou post- 
transfusionnelle et proced6 d'isolement d'andcorps anti-NANB aptes i dtre utilises en tant que reaclifs immunologiques. 
Applications desdits anticorps anti-NANB au diagnostic de I'hcpatite virale NANB 6pid6mique. sporadique ou post-trans- 
fusionnelle et en tant qu'agents thdrapeutiques. 
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Agent viral de 1' hepatite NANB, antigene et 
reactif immunologique. ^ - 

5 

La presente invention est relative a I'isolement et 
a la caracterisation d'un agent viral implique dans 1 'hepati- 
te non-A non-B tant ^pidemique que sporadique ou que post- 
10 transfusionnelle. 

L 'hepatite virale peut etre causee par le virus de 
1 'hepatite A (HAV) , par le virus de 1 'hepatite B (HBV) et par 
un nombre inconnu de virus d' hepatite non-A non-B (NANB) non 
encore identifies. Actuellement dans les pays developpes dans 
15 lesquels la prophylaxie de I'HBV est efficace, les NANB sont 
la cause la plus importante d 'hepatite infectieuse conduisant 
a 1' hospitalisation. Cette maladie est consideree comrae im- 
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pliquant au moins trois virus : deux sont transmis par la 
sang contaraine et Les produits de sang contaraine; pour le 
troisierae qui. est a I'origine de I'hepatite NANB epidemique, 
I'Inventeur a pu etablir qu'il est egaleraent responsable de 
5 50 a 60% des cas d 'hepatites necessitant one hospitalisation, 
rapportes dans les pays occidentaux et son mode de transmis- 
sion est inconnu. Dans les pays en voie de developpement, le 
NANB semble egalement associe a des ,epideniies a grande 
echelle liees. . a un mode de transmission fecal-oral vehicule 
10 par I' eau. Actuellement cinq cas d'epidemies de ce type ont 
ete rappoirtes depuis 1980 : en Inde, en Siberie, au Nepal, en 
Algerie et recerament en Cote d'lvoire. Dans tous ces cas, un 
taux de mbrtalite 4leve a ete observe parmi les femmes 
enceintes V 

^os connaissances actuelles concernant les virus 
qui sont a . I'origine de I'hepatite NANB sont d'une 
ini>r^cision decourageante et sont limitees a des donnees 
cliniques et epidemiologiques . Des agents filtrables ont 
netteraent ete ' isoies par inoculation de sang ou de produits 

20 sanguins provenant de sujets souf frant . d'hepatite NAtlB 
post-transfusionnelle a des chiit?>anz6s et des produits 
sanguins inf ectieux sont disponibles • En ce qui concerhe 
I'hepatite NANB epidemique, tres peu d' infections 
experimentales ont realis^es : 1' infection s'-est averee 

25 transmissible aux ouistitis (Saguinus raystax), aux singes 
macaques (t^cacus cynomolgus) et a un volontaire humain et 
recerament a des singes verts africains (Cercopithecus aethops 
et Erythrocebus patas), mais aucune preparation infectieuse 
definie n'a ete propos4e. 

^0 ce qui concerne I'hepatite post-transf usion- 

nelle, en depit de la plethore de rapports sur des systeraes 
ahtigene-anticorps NANB, des modifications ultrastructurales 
et des particules analogues a des virus, tous potentielleraent 
prometteurs, aucun agent causal ni aucun systerae ou virus qui 

35 remplisse les criteres serologiques acceptes pour une asso- 
ciation causale' specif ique, n'a ete identifie anterieure- 
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ment aux travaux qui ont abouti a la presente invention. En 
ce qui concerne i' hepatite epideraique, des particules analo- 
gues a des virus, de forme spherique et de 27 nm de diametre 
ont ete visualisees dans de tres rares feces et la caracteri- 
5 sation immunologique a ete mediocrement realis^e par aggluti- 
nation au microscope ^lectronique. La replication virale n'a 
jamais ete obtenue dans des cultures cellulaires pour quelque 
virus NANB que ce soit. 

La Deraande de Brevet franqais n* 86 05437, au nom 
10 de I'INSTITUT PASTEUR, et qui mentionne Monsieur PILLOT comme 
Inventeur, a pour objet un reactif propre a permettre la de- 
tection d' hepatites virales NANB epidemiques et un procede de 
diagnostic mettant en oeuvre ce reactif; le reactif conforme 
a cette Demande de Brevet est constitue par des IgM anti-NANB 
15 isolees de serums de singes infectes artif iciellement par des 
extraits de feces de patients, connus pour etre atteints d* he- 
patite NANB epidemique, lesquelles IgM anti-NANB sont avanta- 
geusement fixees sur des supports solides tels que, notam- 
ment, des plaques de PVC. 
20 La poursuite de ses recherches a partir de 1' inven- 

tion objet de la Demande de Brevet precitee a permis a I'ln- 
venteur d'atteindre les buts suivants : 

1*) II a infecte des singes dont il a utilise les anticorps 
(Ac), ainsi que les Ac de convalescents huraains, pour 
25 developper un test ELISA pour la detection sp4cifique 

d'antigenes (Ag) associes au virus et la detection des Ac 
anti-viraux; 

2*) L'Inventeur a reussi a repliquer le virus dans une lignSe 
continue de cellules hepatocytaires avec une bonne pro- 
30 duction de materiel antigenique; 

3') II est parvenu a visualiser des particules virales dans 
des preparations purifiees d* echantillons de feces et 
dans des lignees d'hepatocytes infectees; 
4** ) II a pu etablir 1 * implication du meme agent causal dans 
35 1 'hepatite virale NANB aussi bien epidemique que sporadi- 

que. ^ 
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5") En considerant. le role de 1 'agent bTANB epidemique dans 
I'hepatite sporadique, I'Inventeur a ete en mesure de 
verifier que Ledit agent peut etre non seuleraent vehicule 
par I'eau, mais etre 6galeraent transrais par d'autres 
5 voies que I'eau et notainraent par la voie sanguine 

trans f us ionnel le . 

La presents invention s 'est donne pour but 1' iden- 
tification et la caracterisation d'un nouvel agent viral, 
ainsi que d'un antigene (Ag) NANB associe a ce nouvel agent 
10 viral et une methode de diagnostic d'hepatite NANB aussi bien 
epidemique que sporadique et que post-transfusionnelle, par 
detection de I'Ag associe au virus de NANB, en utilisant les 
anticorps (Ac) qui font I'objet de la Demande de Brevet 
INSTITUT PASTEUR precitee ou par recherch.e des Ac du malade, 
15 en utilisant le virus ou ses fractions adsorbe sur un support 
adequat. 

La presents invention a egalement pour but de pour- 
voir a des reactifs de diagnostic irranunologiques utilisables 
dans la methode de diagnostic de 1 'hepatite NANB conforms a 

20 la presents invention, ainsi qu.'a un kit pret a I'eraploi pour 
la realisation de ladite methode de diagnostic* 

La presents invention a pour objet un nouvel agent 
viral purifie inplique dans 1 'hepatite virale NANB epidemi- 
que, sporadique ou post-trans f us ionne lie, caracterise en ce 

25 qu'il pr4sente un profil de repartition de son activite anti- 
genique qui conporte au raoins* une bande a une densite de 
1,28-1,3 2 g/cm^ et/ou au raoins une bande a une densite de 
1, 12-1,19 g/cm^- 

Selon un mode de realisation de 1' agent viral puri- 

30 fie iraplique dans 1 'hepatite NANB epidemique, sporadique ou 
post-transfusionnelle, ceiuirci est isole de feces de pa- 
tients atteints d'hepatite NANB, par centrifugation et fil- 
tration a travers un filtre dont la jporosite est de I'ordrs 
de 0,22 pm. . 

35 Selon un autre mode de realisation de 1' agent viral 

iraplique dajis 1 'hepatite NANB epidemique, sporadique oii post- 
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transf usionneile/ celui-ci est obtenu a partir d'hepatocytes 
ou de lignees cellulaires continues d'hepatocytes, inocules 
par de I'extrait de feces d'un rnalade atteint d 'hepatite NANB 
ou par un extrait de foie d'un singe infecte. 
5 Selon encore un autre mode de realisation de I'a- 

gent viral implique dans 1' hepatite NANB epidemique, sporadi- 
que ou post-transfusionnelle/ ledit agent viral auquel est 
associe I'antigene splcifiquer se presente sous la forme de 
particules virales spheriques de deux type principaux, a sa- 
10 voir des particules d' environ 75 nm de diametre et des parti- 
cules de I'ordre de 25 a 30 nm de diametre, les premieres 
etant ma joritairement presentes dans les fractions d'un gra- 
dient de CsCl de densite variant entre 1,1 et 1,6 g/ml, dont 
la densite est comprise entre 1,28 et 1,32 g/cm^ et les frac- 
15 tions a 40-41,5% d'un gradient de saccharose de concentra- 
tions variant de 10 a 60% poids/volume et les secondes etant 
ma jpritairement presentes dans les fractions du gradient de 
CsCl de densite comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm^ et les 
fractions a 26-28% dudit gradient de saccharose* 
20 La presente invention a 4galement pour objet un an- 

tigene associe au virus NANB defini plus haut, caracterise en 
ce qu'il est obtenu par traitement d'un agent viral isole de 
feces de patients, cultive sur des hepatocytes infectes par 
le virus de 1' hepatite NANB, par des agents de dissociation 
25 .physiques ou chiraiques. 

Selon un mode de realisation avantageux de I'anti- 
gene associe au virus NANB, susdit, ledit antigene est obtenu 
par traitement aux ultra-sons d'un agent viral isiole de li- 
gnees cellulaires continues d'hepatocytes infectes par le vi- 
30 rus de 1' hepatite NANB. 

Selon un autre mode de realisation de I'antigene 
associe au virus NANB, son profil de repartition dans un gra- 
dient de CsCl se presente sous la forme d'une bande a une 
densite de 1,12-1,19 g/cm^ et/ou d'une bande de densite 
3 5 1,28-1,3 2 et I'antigene est present apres ultra-centrif uga- 
tion des fractions de CsCl dans un gradient de saccharose. 
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dans la fraction a 26-28% du gradient de saccharose pour la 
premiere bande et dans la fraction a 40-41,5% du gradient de 
saccharose pour la secpnde bande. 

La presente invention a, de plus, pour objet un 
5 precede d'isolement d'un agent viral iniplique dans 1 'hepatite . 
virale NANB epideraique, sporadique . ou post-transf usionnelle, 
qui est caracterise en ce que des feces de patients atteints 
d* hepatite NANB sont soumises a un traiteraent de centrifuga- 
tion, suivi d*un traiteraent de filtration a travers un ele- 
10 ment filtrant dont la porosite est de I'ordre de 0,22 pm, 
pour extraire ledit agent viral des feces. 

Selon un mode de mise en oeuvre du proc4de d'iso- 
lement de I'agent viral susditr le traiteraent de centrifuga- 
tion est avantageusement constitue par une operation de cen- 
15 trifugation a 5000 - 8000 g environ pendant 10 minutes 
environ. ' 

Selon un autre mode de mise en oeuvre du precede 
d'isolement de 1 'agent viral susdit, prealablement aux opera- 
tions de centrifugation et de filtration susdites, I'extrait 
20 de feces est soumis i un traiteraent par ultra-sons ou a un 
traiteraent de dissociation chiraique. 

La presente invention a egalement pour objet un 
autre proced^ d ' obtention de 1' agent viral susdit, qui est 
caract4rise en ce que des hepatocytes ou des lignees cellu- 
. 25 laires continues d ' h4patocy tes sont inocules par un extrait 
de feces d'un patient atteint d'hepatite NANB ou par un 
extrait de foie d'un singe (de preference Saimiri) inocule 
par un extrait. de . feces de patients souffrant d'hepatite 
NANB,-et cultives jusqu'a confluence de la culture, a partir 
30 de iaqtielle est reaiisee une sous-culture^ * qui est centrifu- 
gee apres plusieurs .passages, pour recueillir 1' agent viral 
recherche . 

Selon un mode de mise en. oeuvre avantageux de ce 
proce^e, le. culot de centrifugation est repris par un tampon 
3 5 approprie pour etre soumis a un traiteraent par ultra-sons qui 
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liber e dans le surnageant, l*Ag NANB. 

La presente invention a en outre pour objet un 
procede de detection d'antigene NANB present dans les feces 
de patients atteints d'hepatite virale NANB epidemique, 
5 spora-dique ou post-tranfusionnelle/ caracterise en ce.qu'il 
met en oeuvre des immunoglobu lines isolees de serum de 
patients convalescents, ou de singes prealablement infectes 
par le virus de 1' hepatite NANB, qui sent incubees avec des 
extraits de feces de mammiferes presumes atteints d'hepatite 
10 virale NANB/ pour former un immuncomplexe antigene-anticorps 
qui est revele a I'aide d'un test de detection approprie de 
la presence de I'antigene NANB dans lesdites feces, tel qu'un 
test ELISA ou un test radioimmunologique, notamment. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du pro- 
15 cede de detection d'antigene NANB dans les feces de patients 
atteints d'hepatite NANB, celui-ci est 'caracterise en . ce que 
des extraits de feces de mammiferes presumes infectes par le 
virus NANB, obtenus par centrif ugation et filtration des fe- 
ces de ces mammiferes, sont incubes avec une fraction d'IgM 
20 anti-NANB isolee de seriims de patients, ou de singes infectes 
artif iciellement par des extraits de feces de patients hu- 
mains connus pour etre atteints d*h4patite NANB, laquelle 
fraction est fixee sur un support solide, puis avec une frac- 
tion d'IgG immune anti-virus NANB purifie selon 1' invention, 
2 5 d'un mammifere, de la meme espece ou d'une espece voisine, 
marquee avec un marqueur enzymatique tel que la Q-galacto- 
sidase ou la peroxydase, la reaction ^tant developpee a 
I'aide d'un substrat revelateur approprie tel que I'orthoni- 
trophenyl-3-D-galactopyranoside ou 1 'orthophenylene-diamine, 
30 en tampon acide. Le marquage peut etre fait egalement avec un 
ellment fluorescent ou radioactif selon les raethodes connues 
de I'homrae de I'Art. 

Conformement a 1' invention, des souches de 1 'agent 
viral conforme a 1' invention, isolees comme decrit dans ce 
35 qui precede et ci-apres, et caracterisees comme indique plus 
loin, ont ete deposees aupres de la COLLECTION NATIONALE DE 
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CULTUFLE DE MICROORGANISMES tenue par I'INSTITUT PASTEUR, en 
date du.30 Octobre 1986, a savoir : 

- une souche d' agent viral isoLe de feces d'un 
raalade atteint d' hepatite NANB sporadique, dite 

5 "Souche Clamart.", qui a ete affectee du Uumero 

dedepot : 1-617, 

- une souche d'un agent viral isole de feces d'un 
malade atteint d' hepatite NT^B epideraique, dite 
"Souche ivbirienne", qui a ete affectee du Nuraero 

10 -de depot : .1-616. 

Selon un mode de. mise en oeuvre du procede de 
detection des anticorps presents dans le sang du malade ou du 
convalescent ou dans des prbduits utilises en transfusion 
sanguine ou dans des fractions derivees de sang, ayant ete en 
15 contact avec le virus agent causal de I'hepatite non A non B, 
tel que defini selon la presente invention, dont les souches 
1-617 et 1-616 et celles presentant une reaction 
immunologiqae croisee avec les deux souches de reference, le' 
serum du malade ou du patient convalescent est mis en contact 
20 avec la preparation virale purifiee (ou avec une fracti9n de 
celle-ci) telle que . recueillie dans les conditions 
raentionnees ci-dessus, apres centrifugation et isolement de 
la bande correspondant a une dens it e de 1,30. 

Ladite preparation viraLe est fixee, par exenple, 
25 sur les parois d'une microplaque selon les techniques 
connues . 

Le con^lexe Ag/Ac est revile par une preparation 
d * anti-iramu nog lobu lines humaines marquees par un marqueur 
adequat, par exertple une enzyme. 

30 Un systeme analogue peut etre utilise pour caracte- 

riser une activite anticorps dans, les IgM d'un patient en vue 
d'un diagnostic serologique treis precoce de la maladie, en 
utilisant des anti-IgM humaines, ou mieux en captant les IgM 
d'un serum en les faisant reagir avec le virus ou ses frac- 

35 tions et en caracterisant I'Ag fixe sur I'IgM du malade. . 
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La presente invention a, de plus, pour objet des 
reactifs immunologiques pour la detection de 1' hepatite NANB 
epidemique/ sporadique ou post-transfusionnelle, qui sont ca- 
racterises en ce qu'ils sont constitu^s par des immunoglobu- 

5 lines isolees du serum de convalescents humains ou de serum 
de singes prealablement infectes par le virus de 1' hepatite 
NANB, lesquels reactifs sont aptes a former un immuncoraplexe 
antigene-anticorps lorsqu'ils sont incubes avec des extraits 
de feces contenant des antigenes d 'hepatite NANB. 

10 Selon un mode de realisation avantageux .des reac- 

tifs immunologiques conformes a la presente invention, ceux- 
ci sont aptes a former un imrauncort^lexe par incubation avec 
des extraits de feces d*individus contamines par du virus 
NANB selon 1 * invention et purifies par centrifugation et fil- 

15 tration. 

La presente invention a egalement pour objet un 
reactif immunologique pour la detection de 1 'hepatite virale 
NANB epidemique, sporadique ou post-transfusiorinelle, carac- 
terise en ce qu'il est constitue par un anticorps anti-hepa- 
20 tite NANB prepare a partir de scrums d'animaux artif icielle- , 
ment infectes par ingestion d* extraits de feces de patients 
atteints d' hepatite virale NANB, ou de scrums d'animaux immu- 
nises par le virus NANB ou ses fractions purifiees. 

Selon un mode de realisation avantageux de ce reac- 
25 tif immunologique, 1 'anticorps anti-hepatite NANB (IgM ou 
IgG) est fixe sur un support solide. 

Selon une modalite avantageuse de ce mode de reali- 
sation, le support solide revetu d' anticorps anti-hepatite 
NANB est en outre recouvert d'une proteine, telle que BSA en 
30 particulier, de pr4ference en solution taiT5)onnee, 

Le reactif immunologique conforme a la presente in- 
vention est mis en oeuvre dans le precede de detection d'an- 
tigene NANB conforme a 1' invention en I'incubant avec des 
extraits de feces ou des produits sanguins ou du serum de 
35 patients, puis avec des fractions d 'anticorps purifies a par- 
tir de serums de patients convalescents d* hepatite NANB epi- 
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deitiique, ou de serums d'animaux infectes artif iciellement , 
immunises contre ce virus , iesdits anticorps etant marques 
par une enzyme convenabLe telle q;ue la -ga lac tos Idas e, par 
exeiipleJ La reaction est developpee a I'aide d'un substrat 
5 revelateur approprie tel que 1 'orthonitrophenyl-^-^alactopy- 
ranoside* 

Le precede de diagnostic in vitro de la presence du 
virus de 1' hepatite NANB conforme a la presente invention 
consiste done a mettre en contact un serum ou un autre milieu 

10 biologique d'un patient dbnt on cherche a etablir le diagnos- 
tic, avec au raoins une des proteines ou des glycoproteines du 
virus NANB ou avec un lysat viral ou avec un extrait viral, 
puis a detecter la reaction immunologique par la raethode 
ELISA ou par une autre methode immunoenzymatique ou une me- 

15 thode par immunofluorescence, qui peut mesurer directement ou 
indirectement 1' immunofluorescence ou la reaction immunoenzy- 
matique. 

C'est la raison pour laquelle la presente invention 
englobe egalement les extraits viraux marques, qu'ils soient 
20 marquSs par une enzyiae, . par fluorescence ou qu'ils soient 
marques par une radioisotope, 

Les methodes d* immunod4tectioil con^rennent, comme 
on le sait : " 

- 1-e depot de quantitSs d' extrait specif ique ou des 
25 proteines virales conformes a 1* invention, dans ou sur un 

support tel que les puits d'une microplaque de titration ; 

- 1 ' introduction de dilutions croissantes du s4rum 
a diagnostiquer sur ledit support^ tel que Iesdits puits ; 

1' incubation du support tel que la microplaque 

30 susdite ; 

- le lavage soigneux du support tel que la micro- 
plaque susdite a I'aide d'un tampon convenable ; 

- 1 ' introduction d' anticorps euiti-immunoglobuline 
humaine marques specifiques dans ou sur le support tel que 

35 les puits de la microplaque susdite, le marquage etant reali- 
se par une enzyme choisie parmi celles capables d* hydro lyser 
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un substrat de telle maniere que 1 'absorption de radiations 
par ce dernier soit modifiee au moins dans une bande 
specif ique de longueurs d'ondes, et 

la detection, de preference de maniere 
5 coitparative, par rapport a un temoin, de la quantite de 
substrat hydrolys^, a la fois par la mesure du produit 
biologique dangereux et par la presence effective de l-a 
maladie. 

La presente invention a ^galement pour objet un kit 
10 - ou ensemble ^ pret a I'en^Jloi pour la realisation du 
precede de diagnostic (recherche de I'anticorps ou du virus 
NANB) conforrae a 1' invention, defini plus haut, lequel kit 
est caracterise en ce qu*il comprend : 

- un extrait ou une fraction purifiee de 1* agent 
15 viral conforme a - I'invention, lequel extrait ou fraction est 

marque, par exenple par un radioisotope, une enzyme ou par 
immunofluorescence ; 

des^ anti-immunoglobulines humaines ou une 
proteine. A ^ventuellement fixees sur un support insoluble 
20 dans I'eau tel que spheres d' agarose- ou de latex, magnitiques 
ou non 7 

- des taitqpons et, si necessaire, des substrats pour 
visualiser les marquages. 

La caracterisation de certains des antigenes qui 
25 entrent dans la con?>osition de 1' agent viral isole 
conformement a la presente invention a It4 realisee dans un 
premier tenps sur la souche Clamart, en procidant corarae 
decrit ci-apres. 

La souche Clamart a ete isolee a partir de selles 
30 d'un patient atteint d'hepatite NANB sporadique. 

Le surnageant desdites selles a ete centrifuge en 
gradient de chlorure de cesium dont la bande contenant 
I'antigene viral purifie comme defini plus haut a ete 
recueillie et sa density determinee comme etant de 1,30. 
35 Les epitopes reconnus dans le test de diagnostic 
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defini plus haut, sont portes par ces antigenes, qui peuvent 
a ce titre, etre utilises dans ledit test. 

Le reactif apte a etre utilise pour la detection 
d ' hepatite NANB conforme a la presente invention, est prepare 
5 et utilis4 corame decrit ci-apres t 

Des singes sont artif iciellement infectes par in- 
gestion de f^ces de patients atteints d*liepatite NANB epide- 
mique . . 

Les serums de singes utilises sont ceux collect es 

10 le 27eme jour apres 1' infection, a partir des singes infectes 
artif iciellement cpmrae indique plus haut. Ces serums sont ch- 
romatographies sur une colonne de gel de dextrane dans un ta- 
mpon Tris-fiJaCl 0,1M, pH 8 pour isoler les anticorps recher- 
ches qui sont des IgM anti-NANB. 

15 Les Igm ainsi isolees sont fixees sur des supports 

solides, tels que de preference des plaques de PVC, en met- 
taiit les IgM a des concentrations d' environ 10 a 50 \xg de 
proteines par ml de PBS, en contact avec les supports solides 
pendant 18 a 24 heures a + 4'C. II est prefer e que ces pla- 

20 ques de PVC reyetues des .IgM anti -hepatite ISTANB, soient 
ensuite recouvertes d'une couche de PBS contenant 1 % de BSA 
{serumalbumine bovine) et 0,1 % de "Tween 20". Les plaques de 
PVC doublement revetues sont alors pretes a 1' usage en tant 
que reactif de diagnostic utile pour la detection de 1' agent 

25 viral associe a 1 'hepatite NANB. 

Le proc4de de diagnostic conforme a la presente in- 
vention commence de preference par 1' incubation desdites pla- 
ques de diagnostic avec des extraits de feces a diagnosti- 
quer, pendant 1 heure a ST'C. Les plaques sont ensuite incu- 

30 bees avec des f ractions d' IgG obtenues par purification de 
s4rums de patients convalescents d'h4patite NANB epidemique, 
par chroraatographie sur -une colonne de DEAE-Trisacryl et mar- 
quees par une enzyme, de preference la beta-galactosidase, 
d'hydrolyse d'un siabstrat revelateur en presence duquel a 

35 lieu la reaction, et qui est de preference 1 'orthonitrophe- 
nyl-beta-D-galactopyranoside. 
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La methode de detection confome a 1' invention peut 
egalement consister a rechercher la presence d'anticorps NANB 
dans le s4rum ou autre milieu biologique d'un malade ou d'un 
-convalescent ; en pareil cas, le serum est mis en contact 
5 avec la preparation virale conforme a 1' invention - collectee 
par exemple apres centrif ugation et isolement de la bande de 
densite a 1,28-1,32 g/cm^ correspondante ou avec une frac- 
tion de cette preparation virale ; cette preparation virale, 
ou I'une de ses fractions, est mise en reaction avec une pre- 
10 paration d'IgM ou d'IgG qui revet les parois d'une micropla- 
que d'une maniere connue de 1* Homme de I'Art. La formation 
d'un immuncorr^^lexe (virus ou fraction de celui-ci - anticorps 
humains anti-virus) s 'oppose alors a la revelation de I'anti- 
gene qu'il contient par I'IgG de convalescent marquee par 
15 exemple par une enzyme. 

La recherche d* anticorps a I'aide de cette methode 
de detection peut etre effectuee dans le sang de malades ou 
de convalescents, dans les produits utilises dans les trans- 
fusions sanguines et dans les fractions derivees du sang de 
20 personnes ayant ete expos4es i 1' agent causal de 1' hepatite 
NANB tel que defini plus haut, parmi lesquelles les souches 
1-617 et 1-616 et celles presentant une reaction imraunologi- 
que croisee avec ces deux souches de reference, notamment la 
souche isolee .de patients atteints d* hepatite NANS post- 
25 transfusionnelle, dont les proprietes immunologiques sont 
identiques i celles de la souche 1-617, et qui est identifiee 
comme souche virale "H-SET" deposee le 5 F^vrier 1987 sous le 
N" 87.02.05.02 aupres de la Collection ECACC (Grande- 
Bretagne) . 

30 Bien que les donnees cliniques et epidemiologiques 

aient pu suggerer que la forme 4pidemique de 1 'hepatite NANB 
presentee par des patients atteints d' hepatite NANB epiderai- 
que est due a un virus different de celui qui est a I'origine 
de 1' hepatite NANB post-transf usionnelle transmise par-injec- 

3 5 tion parenterale, conform^ment a la presente invention I'ln- 
venteur a pu isoler <?e patients atteints d' hepatite NANB 
post-transfusionnelle une nouvelle souche de virus NANB dont 
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Les proprietes immunologiques sont pratiquement identiques a 
celles des souches deposees le 30 Octobre 1986 sous les bT* 
1-616 et 1-617 aupres de la CNCM de I'lnstitut Pasteur. Des 
tests sSrologlques tres sensibles de presence de virus HAV et 

5 HBV ont permis d'exclure ces deux virus en tant qu 'agents 
ettiiologiques et d'exclure, de raeme, d' autre virus hepatptro- 
pes tels que le cytomegalovirus/ le virus d'Ejpstein-Barr et 
le virus de la fiSvre jaune. 

La presente invention a en outre pour ob jet un nou- 

10 vel agent viral purifie implique dans les formes sporadiquer 
epideraique et post-transfiisionnelle de 1 'hepatite NANB- Ce 
virus se distingue des virus HAV et HBV en ce qui concerne 
I'horaologie antigenique de ses prdteines en tant que materiel 
genetique. 

15 Les compositions preparees conformement a la pre- 

sente invention (antigenes viraux purifies, proteines recom- 
binantes obtenues par l*expreission du virus NANB dans des 
cellules procaryotes ou eucatfyotes ou peptides synthetiques 
d4duits de la sequence du genome) peuvent etre utilisees pour 

20 le diagnostic de 1' hepatite NANB ou pour la vaccination pro- 
pre a induire la synthese d'une reponse immune protectrice 
apres administration a I'hote. 

La presente invention englobe toutes. les conposi- 
tions de ce type conten^nt un antigene presentant des pro- 

25 prietes immunologiques equivalentes a celles du virus NAETB 
Clamart (CNCM 1-617) ou Cote d'lvoire (CNCM 1-616) • En effet, 
deux proteines ou antigenes sont consideres comme equivalents- 
dans le cadre de la pr4sente invention lorsqu'ils sont capa- 
bles d'etre reconnus par les memes anticorps. Les produits 

30 exprimes par des sequences correspondantes du materiel gene- 
tique codant des sequences genetiques correspondantes soiit, 
par suite r compris dans le cadre de tels antigenes Equiva- 
lents. 

La presente invention englobe egalement les serums 
35 pouvant etre produits a partir d'animaux par inoculation a 
ces derniers de virus NANB a I'aide des cottpositions preci- 
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tees. En particulier, la presente invention englobe les 
anticorps polyclonaux sp^cifiquement diriges contre chacun 
des antigenes du virus NANB* Ella englobe Sgalement les 
anticorps monoclonaux susceptibles d'ete obtenus par des 
5 methodes appropriees et dirigees plus splcif iqueinent contre 
les antigenes du virus NANB. 

Conform^ment a la presente invention, 1 ' utilisation 
du virus ou de son lysat ou d'une fraction de ce lysat peut 
etre envisagee pour la preparation d'anticorps monoclonaux et 
10 le lysat viral ou les fraction de celui-ci ou les proteines 
purifiees a partir de ce virus i du lysat ou de ses fractions, 
peuvent etre utilises pour la recherche d'anticorps dans le 
serum des patients par mise en oeuvre de tests classiques de 
type RIPA, ELISA ou Western blot (immunoempreinte) . 
15 ces anticorps polyclonaux et monoclonaux peuvent 

etre utilises dans un grand nombre d* applications au nombre 
desquelles on peut citer la neutralisation de I'antigene 
correspondant ou du virus total. lis peuvent etre utilises 
pour detecter des emtigenes viraux dans des preparations 
20 biologiques ou pour purifier des antigenes correspondants . 

La presente invention englobe egaleraent tout virus 
de 1' hepatite NANB equivalent presentant les^jnames caracte- 
ristiques immunologiques . Les travaux menes par I'Inventeur 
ont raontre- la relation immunologique entre les materials an- 
25 tigeniques isoles d'extraits de f^ces de malades atteint.s 
respectivement d' hepatite NANB epidemique, sporadique et 
pos t-t rans f usionnell e • 

C'est ainsi que la souche de type Clamart (depos4e 
sous le 1-617 aupres de a CNCM et egaleraent depos^e aupres 
30 de la Collection ECACC sous le N* 87.02.05.02) a etS isolee a 
partir des selles d'une malade qui presentait une hepatite 
aigue NANB dument caracterisee corame hepatite NANB transfu- 
sionnelle. Les selles contenaient I'antigene conforme a I'in- 
ventionr egalement caract6ris4 , conformement a 1 ' invention, 
35 dans les hepatites epidlmiques (Cote d'Ivoire)et sporadiques 
(France). 
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Un antigene associe au virus de 1 'hepatite NANB a 
et4 caracterise pendant 15 jours a la phase aigiie de la 
xnaladie« D'autres cas similaires ont ete observes avec 
caractSrisation du meme antigene dans les selles et isolement 
5 d'un virus presentant les caracteristiques imraunologiques 
identiques aux virus 1-616 et 1-617. 

Outre les dispositions qui precedent, 1' invention 
con5>rend encore d'autres dispositions^ qui ressortiront de la 
description qui va suivre. 
10 - Ii 'invention sera mieux comprise k I'aide du 

compl&nent de description qui va suivre, qui se refSre a des 
exen5>les ,de mise en oeuvre du precede objet de la presente 
invention. 

II doit etre bien ehtendu, toutefois, que ces 

15 exeiii>les de mise en oeuvre sont donnes uniqueraent a titre 
d' illustration de I'pbjet de 1' invention, dont ils ne 
constituent en aucune maniere une limitation. 

Au cours d'une premiere 4tape, • deux singes 
Cercopithecus aethops. et un singe Erythrocebus patas ont etS 

20 inbcules par voie orale par 2 ml d'un m4lange- d'un extrait 
aqueux- ^ 10% de feces de. patients ivoiriens presumes atteints 
d 'hepatite NANB epid'emique, collectSes au cours des premiers 
jours ayant suivi 1 'apparition des synqotomes . Le melange 
avait ete prealablement centrifuge et filtre a travers des 

25 filtres Millipor<2 de 0,22 vjd pour eliminer les bacteries et 
les parasites. Les echantillons de serum et les 4chantillons 
de feces de ces singes ont ete. collectes d'une part avant 
1' administration de I'extrait de feces et d' autre part le 
vingt-septierae jour apres 1' inoculation.. Les fonctions hepa- 

30 tiques de ces singes n'ont pas 4t4 4tudiees; ces animaux ne 
presentaient pas de manifestations, cliniques 4videntes. Un 
singe Saimiri a egalement 4t4 iriocul4 dans les raemes condi-' 
tioris par 0,5 ml d'un extrait de f4ces provenant d'un patient 
ivoirien diff4rent de ceux utilises pour les singes verts 

35 d'Afrique. Un second singe Saimiri qui avait 4te inocul4 
trois mois auparavant par une. pr4paration fecale de virus 
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d'hepatite A et seroconverti a I'aide d'anticorps IgM 
anti-HAV au jour 29, a ete inocule par voie intraveineuse par 
0,5 ml du meme 4chantillon de feces filtre. Les deux singes 
Saimiri ont ete saign^s deux fois par semaine pour effectuer 
5 des examens biochimiques et serologiques et leurs feces bnt. 
ete examinees quotidiennement . Les deux singes Saimiri sent 
morts au jour 28, sans avoir presente de syit5)tomes particu- 
liers. Aucun des singes n'avait presente de preuve biochimi- 
que convaincante d'un dysfonctionnement hepatique et I'examen 
10 histologique effectue post-mortem a montrl une congestion du 
foie sans lesion du parenchyme. Les s6ruras de ces cinq singes 
ont ete fractionn^s dans du tampon Tris NaCl 0,1M, pH 8, sur 
du "Sephacryl S 300" et les fractions contenant des IgM et 
des IgG ont . ete collectees. Elles ont ete utilisees en tant 
15 qu'anticorps recepteurs dans un test immunoenzymatique, L'IgM 
a ete choisie pour sa capacite de capture elevee et pour em- 
pecher les reactions faussement positives dues a un facteur 
rhumatoide ou analogue au facteur rhumatoide, qui a et6 re- 
connu corame stimulant I'antigene NANB.* 
20 En fait, on pourrait egalement utiiiser I'IgG bien 

que son bruit de fond soit un peu plus 6lev4 que celui de 
I'IgM et sa specif icite deficiente pour certaines 
preparations. 

Pour reveler la fixation d ' antigene de feces sur 
25 I'anticorps en phase solide, des IgG provenant de sirums de 
convalescents ont ete fractionnees par chroraatographie sur 
DEAE-trisacryl, apres precipitation par du (^4)2304. Les IgG 
ont ete conjuguees a la Q-galactosidase ou a la peroxydase» 
Des IgG marquees ont et6 utilisees pour la detection de 
30 I'antigene : une preparation d'IgG provenant d'un patient 
ivoirien convalescent d'une hepatite NANB epidlmique; une 
preparation d'IgG prelevee chez un patient algerien gu6ri, au 
cours de I'epidSmie de Medea en 1981-1982; enfin I'IgG d'un 
singe Cercopitheque inocule experimentalement. Les prepara- 
3 5 tions d'IgG des trois origines ont donne des resultats equi- 
valents. Pour chaque singe, on a utilise de I'IgM de pr6-ino- 
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culation en phase solide corame timoin de specif icite d'IgM de 
post-inoculation. De I'IgG humaine marquee non-iitcaune a ete 
utilisee comme t&noin de marquage d'Ag. Les feces de singes 
inocules ont et4 examinees pour etablir ia presence d'un Ag 
5 presume NANB dans le test ELISA. Une activite antigenique a 
et6 detectSe dans les feces des deux singes Saimiri (cf. 
Tableau 1). L'application d'un traitement par ultra-sons a 
perrais d'augmenter la quantite d'antigene detecte et a aug-. 
mente la sensibilite de la methode^ L'Ag est apparu des le 
10 quatrieme jour apres 1' inoculation et a 'persiste jusqu'au 
treizieme jour. 

Le Tableau 1 raontre I'Ag NANB detecte dans les fe- 
ces de singes inf ectes experimentalement par des extraits de 
feces provenaht de patients attaints de NANBH epidemique. 
15 La detection a ete realisee comme suit, en mettant 

en oeuvre la technique ELISA : des immunoplaques NUNC ont ete 
revetues de 100 pi de 50 ug/ral de fraction d*IgM, echantil- 
lonnees 27 jours apres inoculation, dans une solution physio 
logique de tanpon phosphate (PBS) pendant une heure d 3 7^C et 
20 une nuit S .4'C. Apr^s plusieurs lavages,, les plaques ont ete 
recouvertes'de 200 pi de PBS contenant 1% de s4rum-albumine 
bovine et 0,1% - de T^i/een 20, pendant trois heures a 37'C. 
Apres lavage, 100 ul des extraits de feces (1/10 V/V) f litres 
sur un Sl4ment de porosite 0,22 pm sdnt incubes sur les IgM 
25 du revetement, a 37*C pendant une heure, puis une nuit a 

Apris plusieurs lavages, 100 pi d'IgG de singe immun marquee 
a la peroxydase a 5 meg /ml dans 1 % de BSA + 0,1 % de Tween 
20 dans du tait$>on Tris sodique, pH 7,6 (TNB) contenant 0,1 % 
de NaN3, ont 4te utilises pour la detection de I'Ag. Au bout 
30 d'une heure d'incubation a 3 7*C et . plusieurs lavages, la 
reaction a ete developpee a I'aide de 100 pi d * orthopheny- 
lene-diamine dans 0,005.. M de tan^on citrique pH 5,6, avec 
1 pl/ml H2O2. Les resultats obtenus sont expriines pax le 
rappozrt entre 1* echantillon etudie et la moyenne de cinq 
35 echantillons negatifs (P/N) . Le bruit de fond des echantil- 
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Ions negatifs a ete de I'ordre de 0,04-0,06 en densite opti- 
que (DO) i 492 nm. II est plus eleve si le NaN3 a 4te omis, 
mais/ dans ce cas, des quantites de reactifs plus faibles 
doivent etre mises en reaction, Les ^chantillons dont le rap- 

5 port P/N 2,1, ont 6t6 consideres comme positifs. Les feces 
(1/10 poids/poids) qui ont ete examinees etaient de deux ty-- 
pes : celles ayant subi un traitement aux ultra-sons et cel- 
les n'ayant pas subi un tel traitement; le traitement aux 
ultra-sons applique est de trois minutes a 4*C, avec une in- 

IQ tensite de sortie de 4 avec i'appareil de BRENSON pour des 
volumes de 2 a 3 ml avant . centrif ugation et filtration a tra- 
vers un Element de porosite de 0,22 nm. Les resultats posi- 
tifs sont soulignes dans le Tableau 1. Les feces d'un singe 
Saimiri ayant requ de I'extrait de feces d'un patient atteint 

15 d'une maladie du foie non-inf ectieuse ont servi de temoin et 
ont constamment donn4 des resultats n4gatifs. 



TABLEAU 1 
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25 



30 





P/N sans tzaitement 


P/N avec traitement 


Ncntire de jours 


par ultra-isotis 


par ultra-sons 


apres inoculaticxi 










Singe N' 1 
(inoculation 
par voie 
intraveineuse) 


Singe N" 2 
(inoculation 
par voie 
orale) 


Singe N* 1 


Singe N' 2 


0 


1,15 


1.14 


1,18 


1,07 


4 


2,47 


1,60 


5,10 


0,79 


7 


6,48 


3,28 


8,78 


5,52 


9 


3,64 


2,24 


4,72 


5,82 


11 


1,12 


1,40 


1,95 


5,20 


13 


1,30 


1,46 


2,40 


0,80 


15 


1,51 


1,68 


0,93 


0,90 


19 


1,53 


1,51 


1,20 


0,80 



35 
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Une deuxieme etape a consiste a etudier des feces 
de patients atteints d'une hepatite NANB . aigue presuraee, 
aussi bien sous sa forme epideraique (patients ivoiriens) que 
sous sa forme sporadique (patients fran9ais). I#e diagnostic 
5 de 1 'hepatite NANB a ete etabli conformeraent aux criteres 
immunologiques classiques des trbis types d' infections par 
des virus d'hepatite (A,B, delta) : presence ou absence 
d'IgMet d'IgG anti-SAV pour 1* infection par le virus A? 
HBsAg, anti-HBc et IgM anti-HBCr anti-HBs, poxir 1* infection 
10 par HBV;les Ag delta et anti-delta pour 1* infection par HDV, 
le cas ech4ant- Pour les patients ivoiriens, les marqueurs de 
la fievre jaune ont et4 recherch^s. On a egalement recherche 
Chez tous ces patients 1' infection par le cytomegalovirus par 
immunocapture d'anticorps IgM et 1' infection par le virus 
15 d'Epstein-Barr, par . detection . d' IgM anti-VCA dans les taches 
immunofluorescentes* L'Ag associe a la NANB a ete detecte " 
aussi bien dans les cas epid4miques que dans les cas sporadic 
ques (cf* Tableau 2). 11 n*a pas ete detecte d'Ag dans 90 ex- 
traits t4moins de patients, euro^lens preseritant d'autres 
20 troubles gastro-intestinaux* Dans la plupart des cas, ces re- 
sultats ont ete confirmes plusieurs fois avec diff ^rentes IgM 
ou IgG en phase solide et avec differentes IgG marquees • Les 
memes 4chantillons positifs ont ete Studies avec 1' IgM pr4- 
immune recouvrant une plaque et il n'a pas detecte 
25 d'antigene. II en resulte que I'Ag detecte parait etroitement 
lie au virus ITANB. 

Le .Tableau 2 ci-apres illustre la detection d'Ag 
NANB dans les feces de patients atteints d' hepatite NANB epi- 
d4raique (de Cote d'lvoire) et sporadique (de Freuice) . 90 fe- 
30 ces de patientia suspect4s d' infections gastro-intestinales 
ont ete utilisees corame temoins . Tous les Schantillons presu- 
mes NANB et 17 des 90 temoins ont ete sourais a un traitement 
par ultra-sons. De I'anticorps (Ac) humain maxque a la per- 
oxydase ou la Q-gaiactosidase, a ete utilise comrae traceur 
35 d'Ag. 
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TABLEAU 2 



5 




Echanti lions de 

fSces de Cote 
d'lvoire : cas 
Spideroiques 


Echanti lions de 
feces de France : 
cas sporadiques 


Temoina 
de 
France 




AG NANB 
positif 


17 


7 


0 


10 


AG NANB 
negatif 


. 44 


10 


90 



Pour verifier que I'Ag detect^ est ef f ectivement 
etroiteraent lie au virus NANB, au cours d'une troisieme 
etape, des lignees cellulaires continues d'origine hepato- 

15 cytiques, PLC/PRF 5 et HEP G2, et des cellules normales 
humaines f ibroblastiques MRC 5, ont ete inoculees dans du 
niilieu de DULBECCO contenant 10% de serum de veau foetal, par 
un extrait de feces d'un malade atteint d' hepatite NANB. 
Apres confluence de la culture, une sous-culture a ete reali- 

20 s&e apres addition d'EDTA-trypsine. Dans certains cas, des 
substances toxiques f>resentes dans les feces provoquent la 
mort des cellules pricocement lors de la premiere semain«, 
tandis que d'autres fdces non toxiques pour les lignees cel- 
lulaires, induisent la mort des cellules aprSs plusieurs pas- 

2S sages. Get effet l4thal specif ique a et6 observe uniquement 
avec la lign4e cellulaire PLC/PRF 5 mais ne I'a pas ete avec 
la lign^e cellulaire HEP G2 et les cellules MRC 5. Apr^s 
traitement des cellules aux ultra-^sons et filtration sur 
porosite 0,22 jim^ de I'Ag NANB a 6te detecte dans le surna- 

30 geant de PLC/PRF 5 infect4es mais pas dans le surnageant des 
HEP G2 infectees dans les memes conditions. 

Pour des extraits de foie de singes inocules, on 
n'a pas observe de toxicite cellulaire apres inoculation et 
les cellules PLC/PRF 5 ont present^ une positivite anti- 
3 5 genique de la meme maniere que dans le cas d'^chan- 
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tilLorts de feces (cf. Tableau 3). 

Le Tableau 3 illustre la detection d'Ag NANB dans 
la lignee cellolaire d'h^patome inocxilee par un extrait de 
feces d'un patient ivoirien souffrant d* hepatite NANB epi- 
5 dendque et par un extrait de foie d'un singe Saimiri infecte 
(N* 1). 

L' extrait de foie a 4t4 prepare dans du PBS 
(10% poids/poids) et horaogeneis4 a l*aide de 1' "Ultraturax" . 
Apres centrif ugation, le colot a ete rends en suspension da^s 
10 4 fois son volume de TNB et soumis a un traitiement aux ultra- 
sons en presence de 0,005 mg/ml de chlorure de phenylmethyl- 
sulfonide (PMSP). 

Un extrait de foie d'un singe Saimiri inocule par 
un extrait de feces de patients souffrant d'une maladie de 
15 foie non-infectieuse a servi de t&ioin. 

. Apr4s, trois passages,, les : cultures cellulaires 
inoculSes ont et6 centrifugees.. Le culot a ete repris dans du 
TNB et apres- addition de PMSF, les cellules ont ete soumises 
a un traitement aux ultra-sons. Les chiffrea indiqueht le 
20 rapport P/N» 

TABLEAU 3 . 



25 


Lignee 
ceilul aire 
d'hepatcnB 


Cellules In^ 
culSes par de 
I'extrait de 
feces de pa-* 
tient ivoirien 


Cellules inc^ 
culees par de 
I'extrait de 
foie de singe 
Saindri inf ectS 


Cellules ino- 
cul^ par de 
i'extxait de 
foie de singe 
Saindri t&rodLn 


Cellules 
^ ncn— 
ino- 
culees 




ELC/ERF 5 


8rl9 * 


4,39 


2 


IrOl 




HEP G2 


1,62 


1,14 


2 


lr07 


30. 













* aprSs dilatioa i 1/100 ?/S : 6,29. 
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II semble ressortir des essais preliminaires de 
marquage par inmtunofluorescence qu'une cellule sur 50 en- 
viron, seulement, soit infectee, dans les conditions expe- 
riraentales. 

5 Una quatrieme etape a eu pour objet de purifier 

I'antigene associe au virus, provenant d' echantillons de 
feces de difflrentes origines. Trois profils de reparti- 
tion d'antigene ont ete observes et sont repr^sentes a la 
figure l annexee qui montre que dans des echantillons 
10 fraichement utilisis, I'activite antigenique apparaxt sous 
la forme d'une bande a une densite de 1,29-1,32 g/cm^. 
Certains des echantillons de feces conserves a + 4"C pen- 
dant quelques mois, ou des echantillons frais ayant subi 
un traitement par ultra-sons, n'ont presente d'activite 
15 antigenique qu'a une densite de 1,12-1,19 g/cra^, tandis 
que d'autres presentaient une activity aux deux densites. 

La figure i reprSsente la repartition de I'anti- 
gene dans le gradient de CsCl apres ultracentrif ug-ation 
isopycnique, obtenue en procedant comme suit : 
20 3 ml d' Echantillons de feces (10 % dans RPMI) 

ont et4 fractionnes apres filtration a travers iin Element 
filtrant de 0,22 pro de porositE, dans un gradient de CsCl^ 
de densite comprise entre 1,1 et 1,6 g/ml. La centrifuga- 
tiori isopycnique (48 heures) a 78000 g a ete effectuEe 
25 dans des tubes de 12 ml (1,2,3,2, 0,5, 0,5 ml de CsCl de 
densite 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5 et 1,6 respectivement ) . 
0,6 ml de fractions ont 6te collectds et testes pour de- 
terminer la presence d'antigene NANB apres deux dilutions. 
Dans la figure 1 : 
30 A designe les feces fraiches 

B et C des feces conservees ou traitees aux 
ultra-sons - 

Du materiel antigenique a faible densite ap- 
paraissant dans ces conditions est suppose resulter d'un 
35 effet de decomposition par des enzymes contenues dans 
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les £4ces ou par un traitement physique. Les fractions de 
CsCl a antigenicite positive ont Ste soumises a une uLtra- 
centrifugation dans un gradient de saccharose variant de 
10 4 60 % poids/yolume et les fractions reactives ont 
5 ete etudiees a I'ultramicroscope. L'antigene NANB a ete 
trouve i 40-41,5 % de saccharose et de fagon predorainante 
a 26-28 % de saccharose. Sept preparations obtenues a 
partir de 9 echantillons a antigenicite NANB positive, 
con^ortaient des parti cules virales : une provenant d'un 

10 singe Saimiri inocule (le second, singe n'a pas ete exa- 
mine), deux provenant de deux des trois patients atteints 
d'h4patite NANB epidemique aigOe (Cote d'lvoira), quatre 
provenant de quatre des cinq patients atteints d 'hepatite 
NANB sporadique (France) . Deux types de particules virales 

15 spheriques ont ete observees : des particules de grandes 
dimensions / de I'ordre de 75 nm de diametre, qui pr4sen- 
tent one structure a double menbrane, et des particules de 
dimensions, plus petites, homog^nes, de 25 a 30 nm de 
diametre environ, sans aucune structure interne definie. 

20 One structure tubulaire de 15 nm de diametre (ou de lar- 
geur) et dont la longueur peut atteindre 1 ym, plus ou 
moins fixee aux particules, a 4te observee et est repre- 
sentee a la . figure 2 annexee* Certaines images donnent 
1* iiipression que des tubules partent de I'enveloppe des 

25 particules virales de grandes dimensions* Les particules 
- les plus caracteristiques ont ^te observees dans des 
Echantillons frais n'ayant pas subi de traitement par 
ultra-sons. Des particules . sph4riques de grandes dimen- 
sions ont pu etre observees pour la plupart dans des frac- 

30 tions de density comprise entre 1,29 et 1,32 g/cm^ et dans 
. la fraction de 40-41,5 % de saccharose du gradient de sac- 
charose, taridis qu'on n'a pu observer que des particules 
de dimensions moindres dans les fractions de CsCl pre- 
sentaht une densite comprise entre .1,12 et 1,19 q/cro? et 

35 dans la fraction du gradient de saccharose a 26-28 % de 
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saccharose. 11 n'a pas encore pu etre etabli si les 
particules les plus petites et de densite plus basse 
representent une forme de liberation du virus de depart. 
Six echantillons de feces a antigenicite negative ont 
5 egalement ete etudies simultan&nent de la ineme maniere 
pour servir de t^moins. On n'a trouve dans aucune de ces 
preparations une structure ayant 1 'aspect' de particules. 

Une derniere etape a permis de mettre en eviden- 
ce que la detection d'Ag NANB dans les feces demontre que 
10 le virus NANB epidSmique est f requenunent implique dans 
1 'hepatite NANB sporadique. De I'Ag NANB associe au virus 
a ete detecte dans sept echantillons de feces parmi 17 pa- 
tients exaniines atteints d'hepatite NANB. sporadique aigue 
(cf. figure 2)- Des examens serologiques ont confirme ces 
15 resultats : parmi huit patients dont on disposait des 
scrums, sept d'entre eux presentaient un serum avec 
I'anticorps ant i -NANB. 

La figure 2 illustre la caract4risation de par- 
ticules virales au microscope electronique dans les feces 
20 de singes infect^s par NANB et de patients atteints d'he- 
patite NANB. 

Apres ultracentrifugation isopycnique comme 
d^crit en relation avec la figure i / les fractions positi- 
ves ont ete raelangees, puis dialysdes contre du TNB, puis 

25 elles ont ete souraises a une ultracentrifugation zonale 
dans un gradient de saccharose (10-60 % poids/poids) a 
78000 g pendant 5 heures. Les fractions positives ont 4te 
raelangees, dialysies, concentrees et exeuninees au micros- 
cope electronique. Une goutte de preparation virale a ete 

30 etalee sur une grille de 200 mesh revetue de carbone et 
apres absorption sur papier-f iltre, une goutte de 2 % 
d' acetate d'uranyle dans de I'eau distillee a ete ajou- 
tSe. Au bout de deux minutes, la grille a ete essuyee avec 
du papier-f iltre et Studi^e au microscope JEM 100 C x II. 

35 
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Les figures 3 et 4 annexees representent des 
coupes vues au microscope ^Lectronique apres coloration 
par i'acetate d'uranyLe -de cellules PLC/PRF 5 inocul^es 
avec un extrait de- selles d'un patient souffrant d'liepa- 
5 tite non A non B chez lequel I'Ag a ete detect e dans ses 
selles selon les techniques decrites plus haut. 

Les particules virales sont retrouvees dans le 
noyau et le cytoplasrae sous forme de "reseaux cristal- 
lins" ; le diametre de la particule est tres constant : 74 
10 a 75 nmi La f igure . 3 . est une vue a gross is sement XI 6000 et 
la figure 4 une vue a grossissement 54000. 

Comme les epidemies d*h4patite NANB sont habi- 
tuellement observ4es dans les pays en voie de developpe- 
ment, il a paru interessant d'excuainer si les raemes virus 
15 jouent, dans ces pays, un role dans les cas sporadiques . 
C'est pourqupi 28 serums de patients marocains souffrant 
d'li4patite NANB aigu^ sporadique ont ete examines pour de- 
terminer s'ils contiennent des anticorps vis-a-vis du vi- 
* rus NANB. epid&ticjue. 68 % des patients se sont averes pre- 
20 senter des anticorps anti -virus ttANB epidemique tandis que 
les mSmes anticorps n'ont ete detectes que dcuis 10 % de 
serums de donneurs de sang, dans le meme pays. 

Le Tableau 4 ci-apr4s illustre la detection 
d" anticorps specif iques vis-i-vis de I'antigene NANB dans 
25 des s&rvims de patients souffrant d 'hepatite NANB sporadi- 
que* La presence d'anticorps a. 4te demontree par inhibi- 
tion de la reaction dans les conditions d4crites dans le 
Tableau 1 ci-dessus. La reaction a et4 realis6e en incu- 
bant 50 pi d'un extrait de reference provenant de feces de 
30 singe infecte, pendant une heure a 37'C et une nuit a 4*0, 
avec 50 ul du serum a . examiner. Toutes les autres etapes 
de la reaction ont ete realisees de. la meme maniere que 
pour la detection de I'Ag. Le rapport P/N de cet antigene 
de reference 4tait de I'ordre de 6-8. 24 serums huraains 
' 35 normaux non dllues ont ete testes dans une reaction d' in- 
hibition contre I'Ag de reference cott^arativement au PBS ; 
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aucun d'entre eux n'a exerce d'action inhibitrice. Ulte- 
rieurement, 50 pi d'un melange de ces serums ont servi a 
etablir la positivitS a 100 % de la reaction. Les echan- 
tillons testes ont 4te consid4res comrae positifs lorsque 
5 1' inhibition 6tait sup^rieure a 50 %. 

♦ L'Ag NANB a 6te detecte dans les feces de 
cinq patients scuff rant d 'hepatite NANB-aigue ; on n'a pas 
trouve d'anticorps dans I'une d'entre elles. Chez deux au- 
tres patients, la maladie aigue datait respectivement de 9 
10 et de 3 mois et il n'a plus pu etre detecte d'Ag dans les 
feces. Le dernier des cinq patients avait pr^Ssente dans' le 
pass 6 une hepatite NANB avec de I'anticorps decelable qui 
a disparu au bout de 3 ans. 

TABLEAU 4 



Source de 


Donneurs 


Personnel 


Patients 


Hepatite 


serum 


de 


du 


en 


NANB 




sang 


Labo- 


hemo- 


sporadique 


Pays 


ratoire 


dialyse 




MAROC 


8/78 


0/12 


1/12 


19/28 


FRANCE 


0/26 






7/a 



Comme le montre le Tableau 4 ci-dessus, I'h^mo- 
25 dialyse ou un travail de laboratoire irapliquant la manipu- 
lation de sang humain ne paraxt pas augmenter le risque 
d' infection par le virus NANB. Le fait que I'on utilise 
des Ac priparls a partir de singes infectes par un virus 
NANB epid^raique, pour la detection d'Ag lies a un virus 
30 NANB sporadique, montre qu'il s'agit du meme virus. 

Les diff&rentes etapes de 1' etude qui viennent 
d'etre decrites ont permis de caractSriser un nouvel agent 
viral inplique dans 1 'hepatite NANB. Cet agent viral sera- 
ble etre responsable aussi bien de la forme Spidemique que 
3 5 de la forme sporadique et de la forme post-transfusion- 
nelle de 1' hepatite NANB. 
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11 est different du virus HAV : 

1) Une infection par le virus NANB epideniique a 
4te observSe chez un singe et chez des 
patients presentant une iramunite anti-HAV ; 
5 2) Les marqueurs usuels de 1* infection aigue 

' . (IgM anti-HAV) n'ont pas eti detect^s ; 
3) Ce virus induit. une reponse immune specif iqiie. 
et Les anticorps n * ont pas reagi a vec une 
preparation viraile de HAV ; des serums de pa- 
10 .tients convalescents d' "hepatite A ont donne 

r des resultats n^gatifs dans le test de detec- 
tion d* anticorps anti-virus NANB epideniique. 
Le viirus NANB epidemique est egaleraent distinct 
du HBV et par voie de consequence du HDV : 
15 1) La raaladie a evolue chez certains patients 

present£tnt des anticorps anti-HBsAg et est 
Egaleraent apparue chez un patient europeen 
vaccine presentant une forte iramunite anti- 
HBV ; 

20 • 2) II n'a geniraleraent pas ete detect^ de HBsAg 

et HBeAg ; s'il preexiste des marqueurs de 
HBV a I • hepatite NANB (chez certains patiemts 
ivoiriens), ii' n'apparaxt pas d*Igt-4 * anti- 
HBc ; . 

25 3) Des IgM de singes infectes par du virus NANB 

epideraique et utilis4es pour la detection 
. d'antigene viral, ne reagissent ni avec le 
HBV ou avec - des preparations purif iees de 
HBsAg, ni avec des scrums de patients repli- 
30 quant activement le HBV ; des anticorps anti- 

HBs n'interf erent pas dans le test de d4tec- 
tion d*antigene anti-virus NANB epidemique • 
Le nouveau virus purif i6 caract4ris4 corame decrit 
dans ce qui precede, serable pouvoir etre isole de sources 
35. largement reparties. En plus des cas d4crits plus haut, 

■ : • . 
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I'antigene associe au virus a Igalement ete trouve chez un 
patient senegalais et des anticorps ont ete trouves dans 
le serum d'un patient convalescent d'une epidemie ayant 
sevi en Algerie. L' agent 5TANB epidemique est considere 
5 conime etant un virus vehicul4 par I'eau- N^anmoins son 
role dans 1' hepatite sporadique, en particulier dans un 
pays beneficiant de bonnes conditions d 'hygiene, n'exclut 
pas d'autres voies de transmission, et notamment la voie 
sanguine. 

10 Au demeurant/ 1 ' implication du virus NANB epide- 

mique dans des cas d 'hepatite NANB sporadique ou post- 
transfusionnelle, devrait entrainer une reconsideration du 
qualificatif "epidemique". 

II resulte en effet des travaux de I'Inventeur 

15 que le virus identifie conformement a la presente inven- 
tion, appele virus de 1' hepatite NANB epidemique, sporadi- 
que et transfusionnelle (en abr^ge : "a-SET") est Igale- 
raent responsable de 1' apparition d' hepatite de type non A 
non B chez des raalades transfuses. 

20 Une ^tude con^arative comprenant des malades po- 

• lytransfuses sans hepatite infectieuse et .des malades 
attaints d 'hepatite A ou B a montre 1' absence d'antig[ene 
associe au virus* dans leurs selles et I'absence de virus 
cultivables dans les conditions dans lesquelles le virus 

25 "H-SET" se multiplie. La souche "H-SET" 1-617 isolee des 
selles d'un malade souffrant d' hepatite NANB transfusion- 
nelle, a pu etre cultivee.sur cellules PLC/PRP5 dans-les 
conditions decrites plus haut. Les lesions correspondant 
notamment a de norabreuses formations syncitiales apparais- 

30 sent a J6-J7 precedant le decollement des cellules infec- 
tees. Un procede identique de culture est susceptible 
d'etre utilise pour un isolement du virus a partir d'un 
prelevement sanguin. Les cultures infectees peuvent etre 
utilisees comrae source d'antigene non purifie en vue de la 
35 caracterisation a leur surface des molecules d 'anticorps 
provenant d'un sujet ayant contracte 1' infection (le com- 
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piexe virus-anticbrps etant r4v4l6 i I'aide d'anti-iminuno- 
globulines humalnes marquees). 

La souche Clamart s'est averSe infectante pour 
deux singes rhesus (inoculation par ingestion (per os) 
5 avec 0,5 ml d'un extrait de selle a 10 %) avec apparition 
de I'antigene dans les selles entre les 2Ge et 24e jours 
apres 1 ' inoculation et avec augmentation des transaminases 
entre le 28e et le 32e jours (signe caracteristique 
d'atteinte hepatique). 



wo 88/03410 



PCT/FR87/00441 



-31- 



MICRO*ORGANISMES 

FMiitl* fteuJUthr* fUthf au micro-organUm* m«ntionn4 an ojga g . ngn* 3 « g d« U daachotien < 
A. lOENTinCATION DU 0£POT * 

0*«utr«t d<p4ta sent MtflUnAi tur un« fmilla aupplAmantaira > Q 
Nom d« rinstitutten d« dipAt * 

COLLECTION NATIONALS DE CULTURES DE MICROORGANISMES 
DE L'INSTITUT PASTEUR 

AdrtsM d« nnstltutlen dP d4p«t (y eomprts Ip codp posui Pt Ip ppys) * 

28, Rue du Docteur Roux , 75724 PARIS CEDEX 15 (FRANCE) 



Oatpdud4p6t* 


N* tf*prdrp * 




' 30 Octobre 1986 




1-617 1 



B. INDICATIONS SUPPI^MENTAIRCS « (A np rpmpUr qup tl nteptaairp). Unp teuillp t4ppr«p ast jplnt* pour la suJta d* caa 
ranspfgnpmenU Q 



C. tfTATS OtatGHtS POUR LESQUCLS LES INDICATIONS SONT OONNtflS > (tl Ip« IndlciUonp np sent pap denn«ep pour 
teus In EUU d*slgn«a) 



JAPON 

DANEMARK 
AUSTRALIE 



D. INDICATIONS FOURNISS S<PARiMBNT • {h nm rpmplir quo si n*cpss3irp) 



LPS Indications «num4r*ps ci-apr*s ssront sountfsps utt4ripur«fn«nt au Sursau intpmpttenal • (apActflpf la natura 9Mni9 das Indf* 
cations p. ax.. cNo d'ordro du d4pM>) 



C Q U pr«spAt8 tauillp a it* racus avpc la damanda intomaUpnata lorsqua callp-cl a 4U d4pos4p ih v«riflar par romea r4c«pt»ur) 

6 NOV. 1987 F. HOFFELT , 

(Fenctlonnaira autoris4/^ M 
n Oats da recaption (an provsnanco dii dipesant) par la Suraau intarnational f* 




(ronctionnttra autprts*) 
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MICRO-ORGANISMES 



A. lOENnnCATION PU OtPOT t 

O'autrM dipAti sont rd«ntin«s sur una ftunia suppl«m«nulr« >Q 



Horn da rirutltutton da d<pdt « 

COLLECTION NATIONAIEDE CULTURES DE MICROORGANISMES 
DE L'INSTITUT PASTEUR 



Adraaaa da nnstfttftten da d«p4t (y eojnpria ta coda postal at Im pays) * 

28 r Rue du Docteur Roux,. 75724 PARIS CEDEX 15 (FRANCE) 



Date du d«p6t » 

30 Octobre 1986 



N* d*ordra • 



1-616 



B. INDICATIONS SUPPUMENTAIRES f (A na rampirr Qua st ntfcaataira). Una fauUla «Apar«a aat foCnta 
. ransalonamants Q 



pour ta sufta do coa 



^ ,t^ATS DfiSlONtfS POUR LESQUCLS LSS INDICATIONS SONT DONNiES » (at taa 
toua las Etats dAaign<a) . 



Cndlcsttons na tont pas demt^as pour 



JAPON 

DANEMARK 

AUSTRALIE 



O. INDICATIONS FOURNIES S<PAR<MEHT« (A «• fWipOrqua a* n*eawalra) 



*2"*'lf^ d-ipija samnt aoumiaas uttfcfauramont au Botmu Intamsifonar » (ipdcffiar fa natura g«ntfrala das indi- 
cations p. ax^ cNe d'oidra do dipdta) . 



£• Q U pr«seflta feuina a £M ra^a avoe U dsmanda intamatloaata lorsqus caOa-ci a 4U dAposAa U v«rif)ar nr rofBca r«captaur) 



6 NOV. 1987 



F. HOFFELT 

(FoncUonnalra 



Q Data de r«ctpUon (an provananea dti d^posant) par lo Bureau Intamatienal 




(Fdnctfonnalra auterisi) 



Formulaira PCTiROnU (4mi9r 18t1) 
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MICRO-ORGANiSMES 

Ftuill* faeulUtfv* rtlattv* lu micro-eroanism* m«ntloftft* an p«9« 1 4 • ^^Q*** 27*29 d« la datcriptlon ■ 



A. lOEMTtnCATfON OU 0£POT « 

O'autraa dAp6ta sont idantifiAf sur una f«uiOa auppl*mantairt * Q 



Horn da nnstltutiofl da d4p6t * 

COLLECTION ECACC 



Adrasaa da llnaUtutJon da dipdt (y eompria la coda postal at la pays) * 

Porton Down, SALISBORY/ Wilts ( GRANDE-BRETAGNE ) 



Data tf u d«p«t * 

15 Avril 1987 



N- d'ordf a • 

V87020502 



B. IN0ICAT10MS SUPPliMSNTAIRES ^ U na rampUr qua tl lUcasaaifa). Una fauUla t^par^a ast Jolnta pour fa suita da cat 
ranaaJgnamanta Q 



C iTATS OiStOHiS POUR USQUILS LCS INOICATtONS SONT OONNtCS ' (al laa Indicatlona na aent pu donn^as pour 
tous laa Ettts dMgn^a) 



JAPON 

DANEMAHK 

AUSTRALIE 



O. INDICATIONS FOURNIES S^PAR^MCNT • U n« rvmpUr quo al nAcaaaaira) 



Lea Indicatlona 4numAr«aa cf-«pr*s soront aoumiaaa ult^rlouramant au Buraau intamational • (tp*ciAar la natura gMralo das Indi- 
cations p. aju, «No d'ordra du d4p6ta) 



e. Q La pr«santa fatftHa a M racu* avoc lo danunda intamattonala lorsqua ealla-d a M dAposaa U vOrifiaf par r office racaptaur) 

-6 NOV. 1987 TSTHOFFELT 



{Fonctii 



f~| Data da recaption (an provananca du d4poaant) pA^'Suraau intarnatlonal 




(Fonctlonnaira autortsi) 



Formulatra PCT.ROn34 (Janviar im) ^ 
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^ BtEVENDICATIONS 
1**) Nouvei agent viral purifie implique dans 1' he- 
patite virale NANBr caracterise en ce qu'il presente un pro- 
fii de repartition de son activite antigenique qui coraporte 
5 au raoins une bande a une dens it e de 1,^28-1,32 g/cm^ et/ou au 
moins une bande a une densite de 1,12-1,19 g/cia^. 

2* ) Nouvel agent viral purifie selon la revendica- 
tion 1, caracterise en ce qu'il est constitue par un agent 
viral purifie implique dans I'hepatite virale epidemique, 
10 sporadique ou post-transfusionnelle. 

3*) Agent viral selon la revendication 1 ou la re- 
vendication 2, caracterise en ce qu'il est isole de feces de 
patients atteints d 'hepatite KANB, par centrif ugation et fil- 
tration a travers un filtre dont .la porosite est de I'ordre 
15 de 0, 22 Jim. 

4*) Agent viral selon la revendication 1 ou la re- 
vendication 2, caracterise en ce qu'il est obtenu a partir 
d ' hepatocy tes ou a partir de lignees cellulaires continues 
d'hepatocytes, inocules par de I'extrait de feces d'un raaiade 
20 atteint d ' hepatite NANB ou par un extrait de foie d'un singe 
infect 4. 

5*) Agent viral selon I'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 4, caracterise en ce que ledit agent viral auquel 
est ajgsocie un antigene specifique, se presente sou-s la forme 

25 de particules virales spheriques de deux types principaux, a 
savoir des paxticules de I'ordre de 75 nm de diametre et des 
particules de I'ordre de 25 a 30 nm de diametre, les premie- 
res etant ma joritaireraent presentes deins les fractions d'un 
gradient de chlorure de cesium de densite variant entre 1,1 

30 et 1,6 g/ml, dont la densite est comprise entre. 1,28 et 
1,3 2 g/cm^ et les fractions a 40-41,5% d'un gradient de sac- 
charose de concentration variant de 10 a 60% poids/volume et 
les secondes etant ma joritaireraent presentes dans les frac- 
tions du gradient de CsCi de densite con?) rise entre 1,12 et 

35 1,19 g/cm^ et les fractions a , 26-28% dudit gradient de sac- 
charose- 
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6*) .^tigene associe a 1 'agent viral selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'ii 
est obtenu par traitement d'un agent viral isole de feces de 
patients, cultive sur des hepatocytes infectes, par des 
5 agents de dissociation physique ou chimiques. 

7*) Antigene selon la revendication 6, caracterise 
en ce qu'il est obtenu par traitement aux ultra-sons d'un 
agent viral isole de lignees cellulaires continues d' hepato- 
cytes infectes. 

10 a**) Antigene selon la revendication 5 ou la reven- 

dication 1, caracterise en ce que son profil de repartition 
dans un gradient de CsCl se presente sous la forme d'une ban- 
de a une densite de 1,12-1,19 g/cm^ et/ou d'une bande de den- 
sit6 1, 28-1,32, et en ce que 1* antigene est present apres 

15 apres ultracentrif ugation des fractions de CsCl dans un gra- 
dient de saccharose, dans la fraction a 26-28% du gradient de 
saccharose pour la premiere bande et dans la fraction a 
40-41,5% du gradient de saccharose pour la seconde bande. 

9*) Precede d'isolement d'un agent viral implique 

20 dans 1' hepatite virale STANB, caracterise en ce que des feces 
de patients atteints d'hepatite NANB sont soumises a un 
traitement de centrifugation, suivi d'un traitement de fil- 
tration a travets un element filtrant dont la porosite est de 
I'ordre de 0,22 ym, pour extraire ledit agent viral des fe- 

25 ces. 

10') Precede selon la revendication 9, caracte- 
rise en ce que le traitement de centrifugation est avanta- 
geusement constitue par une operation . de centrifugation a 
5000 - 8000 g. 

30 II') Precede selon I'une quelconque des revendica- 

tions 9 et 10, caracterise en ce que prealablement aux opera- 
tions de centrifugation et de filtration susdites, I'extrait 
de feces est soumis a un traitement de dissociation physique, 
notamment par ultra-sons ou a un traitement de dissociation 

3 5 chimique. 
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12') Procede d'obtention d'un. agent viral ittrolique 
dans 1' hepatite virale NANB, caracterise en ce que des 
hepatocytes ou des lignees cellulaires continues d'hepato- 
cytes, sont inocules par un extrait de feces d'un patient 
5 atteint d 'hepatite NANB ou par un extrait de foie d'un singe 
(de preference Sainairi) inocule par un extrait de feces de 
patients souffrant d 'hepatite NANB, et cultives jusqu'a con- 
fluence de la culturer a partir de laquelle. est realisee une 
sous-culture, qui est centrifugee apres plusieurs passages, 
10 pour recueillir 1' agent viral recherche. 

13*) Procede selon la revendication 12, caracterise 
, en ce qu'il est mis en oeuvre pour I'obtention d'un agent vi- 
ral inplique dans 1 'hepatite virale NANB epidemique, spora- 
dique ou post-transf usioanelle. 
15 14") Procede selon la revendication 12 ou la reven- 

dication 13, caractSris^ en ce que le culot de centrifugation 
est repris par un tampon approprie pour etre sounds a un 
traitement de dissociation physique ou chimique qui libere 
dans le surnageant, de i'Ag NANB. 
20 15** ) Procede de detection d'antigene NANB present 

dans les feces de patients atteints d 'hepatite virale NANB, 
caract6ris6 en ce qu'il met en oeuvre un ahticorps anti-NANB 
constitue par des iminunoglobulines isolees du serum de pa-^" 
tients convalescents ou de singes prealablement infectes par 
25 le virus de 1 'hepatite NANB, qui sont incubees avec des ex- 
traits . de feces de mammiferes presumes atteints d' hepatite 
virale NANB, pour former un irarauncompiexe antigene-anticorps 
qui est revele a I'aide d'un test de detection approprie de 
la presence de I'antigene NANB dans liesdites " feces, tel que 
30 le RIA ou I'ELISA, notamment, pour la realisation d'un test 
de detection de la presence de I'antigene NANB. 

16*) Procede de detection selon la revendication 15, 
caracterise en ce que des extraits de feces de patients pre- 
sumes infectes par le virus NANB, obtenus par centrifugation 
35 et filtration des feces de ces patients, sont incubes avec 
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des immunoglobulines provenant d'un mammifere artificiel- 
lement infecte par le virus d' hepatite NANB, pour former un 
immuncomplexe antigene-anticorps qui est revele par des tests 
de detection appropri4s tels que le RIA ou I'ELISA, notam- 
5 ment, 

17*) Precede de detection selon la revendica- 
tion 16, caracterise en ce que des extraits de feces de mam- 
miferes presumes infectes par le virus NANB, obtenus par cen- 
trifugation et filtration des feces de ces mammi feres , sont 

10 incubes avec un anticorps anti-NANB constitue par des frac- * 
tions d'Igtl isolees de serums de singes infectes artificial- 
lement par des extraits de feces de patients humains connus 
pour etre atteints d 'hepatite NANB, fixees sur un support so- 
lide, puis avec une fraction d'IgG immune anti-virus MANE 

15 d'un mammifere de la meme espece ou d'une espece voisine, 
marquee avec un marqueur fluorescent, radioactif ou enzyma- 
tique. 

18') Precede de detection selon la revendica- 
tion 17, caracterise en ce que ladite fraction d'IgG immune 
20 est marquee a la fl-galactosidase ou a la peroxydase, la reac- 
tion etant developpee a I'aide d'un substrat revelateur ap- 
proprie tel que 1 ' orthonitrophenyl-Q-D-galactopyranoside ou 
1 ' orthophony lenedi amine en tampon acide. 

19") Precede de detection selon I'une quelconque 
25 des revendications 15 a 18, caract4rise en ce qu'il est ap- 
plique a la detection des anticorps dans le sang de malades 
ou dans des produits ddrives du sang. 

20*) Procede de detection selon la revendica- 
tion 19, caracterise en ce que la detection desdits anticorps 
30 a lieu par mise en contact de serum de malade ou d'un patient 
convalescent avec la preparation virale purifiee selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 5 ou avec une fraction de 
cette derniere, apres centrif ugation et isolement de la bande 
correspondant a une densite de 1,29-1,32, de preference prea- 
35 Lablement fixee sur les parois d'une microplaque, et revela* 
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tion da coitplexe Ag/Ac par une preparation d'anti-iramuno- 
globulines humaines marquees par un marqueur approprie. 

21*) Precede de detection selon la revendica- 
tion 19, caract4ris4 en ce que la detection desdits anticorps 
5 a lieu par caracterisation d'une activite anticorps dans les 
IgM d'un patient perraettant un diagnostic tres precoce de la 
maladie, en captant les IgM d'un s4rura de malade, en les fai- 
sant riagir avec la preparation virale purifiee selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 5 ou avec une -fraction de 
10 cette derniere, et en caracterisant I'Ag fixe sur. I'IgM du 
malade a l*aide d'immunoglobulines anti-immunoglobulines hu- 
maines ou de fragments de ceiles-ci/ marques par un marqueur 
approprie. 

22*) Souche d'un agent viral purifie, selon I'une 
15 quelconque des revendications 1 a 5, isole des feces d'un ma- 
lade atteint d'hepatite virale NANB sporadique, dite "Souche 
Clamart", deposee le 30 Octobre 1986 sous ie n* 1-617 aupres 
de la COIiLECTIObJ NATIONALE DE CULTURfi Dfi MICROORGANISMES . 

23") Souche d'un agent viral purifie, selon I'une 
20 quelconque des revendications 1 a 5, isole des feces d'un ma- 
lade atteint d 'hepatite virale NANB epidemique, dite "Souche 
ivoirienne", deposee le 30 Octobre 1986 sous le n' 1-616 
aupres de la COLLECTrON NATIONALE DE CULTURE DE MICRO- 
ORGANISMES. 

25 24') Souche d'un agent viral purifie, dite "Souche 

ivoirienne", selon la revendication 23, caracterisee en ce 
qu'elle est constitute par une culture du virus de 1 'hepatite 
NANB provenant des feces d'un malade atteint d'hepatite vira- 
le NANB ■ epidemique, sur des cellules hepatocytes. 

30 25*) Souche d' agent viral selon la revendica- 

tion 24, caracterisee en ce qu'elle est constituee par une 
culture du virus de 1' hepatite non A non B provenant des fe- 
ces d'un malade . atteint d'hepatite virale NANB epidemique, 
sur une lignee cellulaire continue ,d' hepatocytes, en particu- • 

35 lier sur la lignee continue d'hepatocytes PLC/PRF 5 connue 
sous le nom de "lignee dj Alexander" . 
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26') Reactif immunologique pour la detection de 
1' hepatite viraLe NANB epidemique, sporadique ou post-trans- 
fusionnelle, par ie proc^de de detection selon la revendica- 
tion 15, caract^ris^ en ce qu*il est constitue par des iramu- 
5 noglobulines isolees de serum de convalescents humains ou de 
serum d'animaux prealablement artif iciellement infectes par 
le virus de 1 'hepatite NANB. 

27') Reactif immunologique selon la revendication 
26/ caracterise en ce qu'il est constitue par un anticorps 
10 forme d ' immunoglobulines preparees a partir de serums d'ani- 
maux artif iciellement infectes par ingestion d'extraits de 
feces de patients atteints d' hepatite NANB epidemique* 

28*) Reactif immunologique selon la revendication 
26, caracterise en ce qu'il est constitue par un anticorps 
15 anti-NANB prepare a partir de serums d'animaux immunises par 
le virus NANB ou ses fractions purifiees. 

29*) Reactif immunologique selon la revendication 
26, 27 ou 28, caracteris4 en ce que 1' anticorps anti-NANB est 
fixe sur un support solide. 
20 30*) Reactif immunologique selon la revendication 

29, caracterise eh ce que le support solide revetu d 'anti- 
corps anti-NANB est en outre revetu de proteines. 

31") Precede d'isolement d'anticorps anti-NANB de 
serums d'animaux artif iciellement infectes par ingestion 
25 d'extraits de feces de patients atteints d'hepatite NAiTB epi- 
demique, caracteris^ en ce que lesdits serums sent chromato- 
graphies sur une colonne de dextrane dans du tampon 
Tris-NaCl 0,1M, pH 8 pour isoler les IgM anti-NANB. 

32*) Precede selon la revendication 31, caracterise 
30 en ce que les ser\ams d'animaux artif iciellement infectes sont 
des serums de singes, collectes a partir du 27e jour apres 
1' infection par des extraits de feces. 

33*) Precede selon la revendication 32, caracterise 
en ce que les scrums isoles conformement a la revendication 
35 31 sont fixes sur des supports solides, notamment sur des 
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plaques en PVC, par contact entre les : Igm a des concentra- 
tions de I'ordre de 10 a 50 \xg de proteines par ml de PBS, et 
lesdits supports pendant 18 a 24 heures a + 4*C environ. 

34*) Precede selon la revendication 33, caracterise 

5 en ce que lesdits supports solides^ revetus d'anticorps anti- 
NMTB sont ensuite revetus d'une couche de .PBS contenant 0,1 % 
environ de BSA et 0,1 % environ de Tween 20. 

35*) Precede de detection d'anticorps dans le sang 
de patients ou dans des produits derives de sang, caracterise 

10 (a) en ce que I'on met en contact un ^chantillon de sang ou 
de produit derive de sang, avec un reactif constitue par un 
agent viral selon I'line quelconque des revendications 1 a 8, 
et (b) en ce que I'on identifie la presence d'anticorps de 
1 'hepatite NANB virale dans ledit echantiilon de sang ou de 

15 produit du sang. 

36*) Precede de diagnostic de 1 ^hepatite virale 
NANB sporadique/ epidemique ou post-transf usionnelle dans des 
extraits de feces, caracterise en ce que I'on incube les pla- 
ques, revetues d'anticorps IgM selon la revendication 28 ou la 

20 revendication 29, (a) tout d'abord avec des extraits de feces 
pendant 1 heure environ a 37"C environ, puis (b) avec des 
fractions d*IgM ou d'IgG purifiees a partir de scrums de 
patients convalescents d' hepatite NANB epideiaique et marquees 
par une enzyme, en presence d'un substrat rev4lateur conve- 

25 nable. 

37*) Proced^ * de diagnostic selon la revendica- 
tion 36, caract6ris4. en ce que les fractions d'IgG sont mar- 
quees par la beta-galactosidase et le substrat r4velateur 
convenable est de pref4rence constitu4 par I'orthonitrophe- 
30 nyi-beta— D-galactopyranoside. 

. 38* ) ProcSde de diagnostic selon la revendica- * 
tion 36, caracterise en ce que les- fractions d'IgG marquees ' 
par uhe enzyme, sont obtenues a partir de sertims de patients 
convalescents d 'hepatite NANB epidemique. 



35 
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3 9") Precede de preparation des IgG mises en oeuvre 
seion La revendication 36, caractlrise en ce que les frac- 
tions d'IgG sont isolees par purification, de serums de 
patients convalescents d' hepatite NANB epidemique, par chro- 

5 raatographie sur une colonne de DEAE-Trisacryl, puis elles 
sont marquees par une enzyme convenable, de preference la 
beta-galactos idas e . 

40*) Kit, ou ensemble, pret a I'emploi pour le 
diagnostic de 1 'hepatite virale NANB epidemique, sporadique 

10 ou post-transf usionnelle, caracterise en ce qu'il coraprend, 
' outre les tampons, solvants et reactifs n^cessaires a la mise 
en oeuvre du precede de diagnostic selon I'une quelconque des 
revendications 15 a 19 et 36 a 33, au moins un reactif de 
diagnostic constitue par des IgM anti-NTANB fixees sur un sup- 

15 port solide, au moins un reactif constitue par des IgG mar- 
quees par une enzyme conformement a la revendication 37, et 
au moins un substrat convenable de revelation de la reaction 
enzymatique- 

41") Kit de diagnostic de 1 'hepatite virale NANB 
20 epidemique, sporadique ou post-transf usionnelle, caracterise 
en ce qu'il coii5)rend un extrait marque de 1 'agent viral selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 8, des anti-immuno— 
globulines humaines, des tampons convenables et des reactifs 
de visualisation du marquage de 1' agent viral. 
25 42*) Agent th^rapeutique pour le traitement de 

1' hepatite virale NANB epidemique, sporadique ou post-trans- 
f usionnelle, caracterise en ce qu'il comprend essentiellement 
un anticorps purifie dirige centre 1' agent viral selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 8. 
30 43*) Agent therapeutique selon la revendication 42, 

caracterise en ce qu'il est essentiellement constitue par les 
IgM selon I'une quelconque des revendications 26 a 30. 

44*) Agent therapeutique selon la revendication 42, 
caracterise en ce qu'il est essentiellement constitue par des 
35 anticorps monoclonaux produits par un hybridome resultant de 
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ia fusion de cellules de rry^lome et de cellules spleniques de 
souris auxquelles ont eti inoculees des agents viraux de 
1 'hepatite NANB selon I'une quelconque des revendications 1 a 
8. 

5 45") Souche d'un agent viral purifie isole des 

£eces d'un malade atteint d'hepatite virale KANB post-trans- 
fusionneller dite "souche H-SET" deposee le S Fevrier 1987 
sous le 87 •02. 05. 02 aupres de la Collection ECACC 
(Grande-Bretagne) . 
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